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� � �摘要� � 目的 � 探讨动脉粥样硬化( AS)大鼠主动脉病变局部离子通道 Kv1. 3 的表达水平及作用。方法

� 雄性Wistar 大鼠 16 只,随机分为两组: 正常组( 8 只,予普通饮食+ 0. 9%氯化钠溶液)和 AS 组 ( 8 只, 予高脂

饮食+ 维生素 D3 负荷)。采用组织病理学检查,观察主动脉粥样硬化病变。采用实时定量反转录�聚合酶链反

应( RT�PCR)和 Western 印迹法检测主动脉病变局部 Kv1. 3 和白细胞介素 ( IL )�2、干扰素( IFN )��的表达水

平。结果 � 组织病理学检查证实纤维增生性 AS 斑块。AS 组的 Kv1. 3 mRNA 为( 31. 48 � 8. 64) � 10- 3 , 显著

高于正常组的( 3. 28 � 0. 79) � 10- 3 ( P = 0. 012)。AS 组的 Kv1. 3、IL�2、IFN��蛋白表达量分别为 0. 691 �

0. 067、0. 611 � 0. 055、0. 759 � 0. 050, 均显著高于正常组的 0. 490� 0. 052、0. 299 � 0. 058、0. 273 � 0. 052(P 值

均< 0. 01)。结论 � Kv1. 3 在主动脉粥样硬化病变局部的表达增高。Kv1. 3 可能在 AS 的发生和发展过程中发

挥着重要的作用。
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� � � Abst r ac t� � Objec t iv e � To investigate the expression of voltage�gated potassium channel Kv1. 3 in the

aor ta of a rat model of atherosclerosis and its role in the progress of atheroscleroti c plaque formation. Met hods �

A total of 16 male Wistar rats were randomly divided into normal control ( normal diet and saline ) and

atherosclerosis group (high lipid diet+ Vitamin D3 overload) , with8 rats ineach group. In 16 weeks later, all rats

were ki lled after weighing, and their blood samples and aorta were collected. Pathological changes of the rat

aor tic artery were observed with HE staining. Real time RT�PCR and Western blotting analysis were used to

determine the mRNA and protein expression of Kv1. 3 and the protein expressions of interleukin ( IL )�2 and

interfereron ( IFN)��. Result s � Pathological changes showed that fiber proliferative atherosclerotic plaques were

found in the aor ta of atherosclerosis group, with inflammatory cells infiltrating in the local lesion. Real time RT�PCR

analysis showed that the expression of Kv1. 3 mRNA in the aorta was increased signi ficantl y in the atherosclerosis

rats than that in the controls ( [ 31. 48 � 8. 64] � 10–3 vs . [ 3. 28 � 0. 79] � 10–3 , P < 0. 05) . Western blotting

analysis showed that the protein expressionof Kv1. 3, IL�2 and IFN�� in the aorta were also increased signifi cantly

in the atherosclerotic rats than that in the controls (Kv1. 3[ 0. 691 � 0. 067] vs . [ 0. 490 � 0. 052] , IL�2 [ 0. 611 �

0. 055] vs . [ 0. 299 � 0. 058] , IFN�� [ 0. 759 � 0. 050] vs . [ 0. 273� 0. 052] , P < 0. 01 n= 8) . Conc lus ion � The

expression of Kv1. 3 potassium channels is increased in the plaques of atherosclerotic rats. Kv1. 3 may play an

impor tant role in the development and progression of atherosclerosis. (Shanghai Med J, 2011, 34: 186�189)
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� � 动脉粥样硬化( AS)是以免疫活动为特征的慢

性炎症疾病, 其发生和发展涉及机体固有免疫和

适应性免疫应答[ 1�2] 。研究发现, 免疫细胞的活化

与其细胞膜上离子通道的电生理活动密切相关。
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Kv1. 3通道是效应性 T 淋巴细胞持续活化的关

键[ 3�4] ,其在巨噬细胞向泡沫细胞分化的过程中也发

挥重要作用,可能是巨噬细胞源性泡沫细胞形成的

分子及电生理学基础
[ 5]
。本研究通过建立 AS 模

型, 观察 AS 病变局部 Kv1. 3 的表达变化, 探讨

Kv1. 3通道在 AS进程中的潜在作用。

1 � 材料与方法

1. 1 � 主要试剂和仪器 � Wistar 大鼠(上海斯莱克

实验动物有限公司) ,高脂饲料(江苏省苏州双狮

实验动物饲料科技有限公司) , 维生素 D3 (上海通

用药业股份有限公司) ,总胆固醇( T C)、三酰甘油

( TG)、低密度脂蛋白胆固醇( LDL�C )、高密度脂
蛋白胆固醇( HDL�C)试剂盒(北京北化康泰临床

试剂有限公司) , T rizol提取液(美国 Invit rogen公

司) , 一步法反转录( RT )�聚合酶链反应( PCR)试

剂盒(加拿大 Fermentas公司) , SYBR Green 实时

定量 PCR M aster M ix�plus�(日本 Toyobo 公司) ,

兔抗大鼠 Kv1. 3、白细胞介素 ( IL )�2、干扰素

( IFN)��抗体、小鼠抗大鼠 ��act in抗体、辣根过氧
化物酶( HRP)标记羊抗兔 IgG、HRP 标记兔抗小

鼠 IgG(英国 Abcam 公司) , M odel 3550 酶标仪

(美国伯乐公司 ) , 实时荧光定量 PCR 仪 Rotor

Gene 3000(澳大利亚 Corbett Research 公司) ,电

泳槽、电转槽(美国伯乐公司)。

1. 2 � AS 大鼠模型的建立 � 雄性 Wistar 大鼠

16只,体重 200~ 220 g,随机分为正常组( 8只)和

AS组( 8只)。正常组给予普通饮食+ 0. 9%氯化

钠溶液 (喂食开始时一次性腹腔注射等体积

0. 9%氯化钠溶液) , AS组给予高脂饮食+ 维生素

D3 负荷(喂食开始时一次性腹腔注射维生素 D3

60万 U/ kg ) ,试验周期为 16周。高脂饮食配方:

3%胆固醇、0. 3%胆酸钠、5%蛋黄粉、0. 2%丙基

硫氧嘧啶、5% 白糖、10% 猪油、15% 全脂奶粉、

61. 5%基础饲料。饲养 16周后称重,予水合氯醛

腹腔注射进行麻醉, 心脏采血, 处死, 快速分离大

鼠主动脉标本。

1. 3 � 血脂的测定 � 心脏采血, 将新鲜血液静置 2~

3 h,待血块收缩完全, 1 200� g离心15 min后提取血

清,分别采用不同的酶法,应用酶标仪测定光密度

(D )值,根据标准液计算 TC、TG、HDL�C和 LDL�C。
1. 4 � 主动脉标本留取和组织病理学检测 � 采血

后处死大鼠,立即分离主动脉, 从主动脉起始部至

腹主动脉分叉处剥离全长主动脉, 纵向剪开, 截取

胸主动脉和腹主动脉约 0. 5 cm 长的血管环, 4%

多聚甲醛固定,石蜡包埋, 5 �m 连续切片, 10 �m

间隔采集切片, 采用苏木精�伊红 ( H�E)染色。选

取其余主动脉组织 50~ 100 mg 冻存于液氮。

1. 5 � 实时定量 RT�PCR检测血管组织中 Kv1. 3

的表达 � 将液氮冻存的主动脉组织剪碎, 于一次

性组织研磨器上研磨, 匀浆, 抽提组织总 RNA, 并

测定其浓度和纯度,采用一步法 RT�PCR试剂盒,

反转录 cDNA。Kv1. 3 引物序列: 上游 5��T GC
T GG T GC GAT TCT T TG CTT�3� , 下游 5��

CCT GCT GCC CAT TAC CCT GT C�3� (扩增片
段长度为 141 bp)。GAPDH 引物序列: 上游 5��

GGC AT C GTG GAA GGG CTC AT G AC�3� ,
下游 5��AT G CCA GTG AGC TT C CCG T T C

AGC�3� (扩增片段长度为 188 bp)。引物参照基

因库提供的序列,应用 Primer 5. 0软件自行设计,

由美国 Inv it ro gen公司合成。应用 SYBR Green I

荧光染料技术行实时定量 RT�PCR反应, 并行琼

脂糖凝胶电泳检测产物, 应用凝胶成像系统拍摄。

实时定量 RT�PCR 反应条件: 95 � � 1 m in,

95 � � 15 s, 60 � � 15 s, 72 � � 40 s, 获取荧光

值, 共 40个循环; 获取融解曲线。以原液进行梯

度稀释, 制作 GAPDH 和Kv1. 3标准曲线,验证两

者扩增效率的一致性。内参基因 GAPDH 与目的

基因 Kv1. 3扩增效率具有一致性, 可采用相对定

量法进行比较 [ 6]。通过内参基因 GAPDH 定量结

果对目的基因 Kv1. 3定量值进行归一化处理后,

计算每份样本的 2- �Ct 值。

1. 6 � Wester n印迹法检测 Kv1. 3和 IL�2、IFN��
蛋白质表达量 � 抽提上层 RNA 后, 用无水乙醇将

中层的 DNA 沉淀, 去除 DNA 后, 加入异丙醇沉

淀蛋白, 以变性剂盐酸胍洗涤,干燥后再用尿素溶

液溶解, 并用超声破碎, 离心后取上清液, 采用考

马斯亮蓝 G�250染色法测定蛋白浓度。将等量待
分离的蛋白溶液与等体积的上样缓冲液(含溴酚

蓝)混合,煮沸, 加样。以 100 g/ L SDS�PAGE(十
二烷基硫酸钠�聚丙烯酰胺)凝胶电泳分离,电转移

蛋白至硝酸纤维素膜, 0. 5%脱脂奶粉封闭, 孵育

1 h后弃去封闭液, 分别加入兔抗大鼠 Kv1. 3、

IL�2、IFN��抗体及小鼠抗大鼠 ��act in抗体,室温

孵育 2~ 3 h,弃去一抗, T BST 洗涤 3次各 5 m in。

弃去 TBST ,再分别加入 HRP 标记羊抗兔 IgG 和
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兔抗小鼠 IgG,孵育 1~ 2 h,弃去二抗, TBST 洗涤

3次各10 m in。弃去 T BST , 采用电化学发光法

( ECL)将显色液显色,中止反应, 压片曝光。以 ��
act in作为内参确定上样的一致性。应用凝胶图像

分析系统检测蛋白印迹条带灰度。

1. 7 � 统计学处理 � 应用 SPSS 11. 5统计学软件。

计量资料以 x
- � s 表示,组间比较采用 t检验。

2 � 结 � � 果

2. 1 � 两组大鼠的体重变化及血脂水平 � 饲养前,

正常组和 AS 组大鼠的平均体重分别为( 0. 208 �

0. 003)和( 0. 210 � 0. 005) kg, 两组间差异无统计

学意义( P> 0. 05)。饲养 16 周后, 正常组的体重

增幅显著高于 AS 组( P < 0. 01)。与正常组相比,

AS组的 TC、LDL�C 显著增高( P 值均< 0. 01) ,

T G、HDL�C 的差异均无统计学意义 ( P 值均>

0. 05)。见表 1。

表 1 � 饲养 16 周后两组大鼠血脂水平和体重变化

( n= 8, x- � s)

组别
TC

mm ol / L

TG

mmol/ L

L DL�C
mm ol/ L

HDL�C
mmol/ L

体重

kg

正常 2. 50 � 0. 60 2. 40 � 0. 84 1. 64 � 0. 40 1. 36 � 0. 35 0. 442 � 0. 032
AS 8. 21 � 2. 56 � 2. 76 � 0. 32 6. 41 � 1. 86 � 1. 51 � 0. 45 0. 240 � 0. 023 �

� � 与正常组比较: � P < 0. 01

2. 2 � 两组大鼠的主动脉组织病理学检查比较 �

正常组动脉的内、中、外膜的分界清楚, 管腔由单

层内皮细胞覆盖,内皮光滑完整, 主动脉平滑肌排

列整齐规则,未见增生、钙化及泡沫细胞形成。AS

组内、中、外膜的分界不清,管壁明显增厚,表面内

皮细胞受损,部分脱落,内皮层增厚,内皮下层可见

泡沫细胞;中膜层平滑肌细胞增生明显,排列紊乱,

伴点状钙化,弹性纤维层结构不清,纤维组织增生,

形成纤维增生性 AS斑块。见图 1(见插页)。

2. 3 � 实时荧光定量 RT�PCR 的相对定量结果 �

AS组的 Kv1. 3 mRNA 水平为 ( 31. 48 � 8. 64) �

10- 3 ,显著高于正常组的( 3. 28 � 0. 79) � 10- 3 ( P=

0.012)。

2. 4 � 两组间 Kv1. 3、IL�2、IFN��蛋白表达量的比

较 � AS组的 Kv1. 3、IL�2和 IFN��蛋白表达量分
别为 0. 691 � 0. 067、0. 611 � 0. 055、0. 759 � 0. 050,

均显著高于正常组的 0. 490 � 0. 052、0. 299 � 0. 058、

0. 273 � 0. 052( P 值均< 0. 01)。见图 2。

� � 1: AS 组; 2: 正常组

图 2� Western 印迹法检查 Kv1. 3、IL�2、IFN��蛋白的表达量

3 � 讨 � � 论

大量研究结果证实, AS 斑块富集活化的各种

炎性细胞, 如巨噬细胞和 T 淋巴细胞,并证实 A S

是动脉血管壁对损伤和刺激的慢性炎症和免疫反

应, 固有的和适应性免疫炎症参与此疾病的发生

和发展过程[ 1] 。众多的基础实验证实, CD4+ T 淋

巴细胞及其分泌的细胞因子如 IL�2、IFN��有促
AS作用[ 7�9] ;临床试验结果则表明, 自身免疫性疾

病中 AS相关的心血管的并发症和死亡率显著增

加, 其机制支持 T 淋巴细胞介导的免疫炎症显著

促进此类疾病 AS 的发生和进展
[ 10�11]

。在参与炎

性反应的细胞中, T 淋巴细胞处于主导地位, 通过

分泌 IL�2、IFN��、肿瘤坏死因子( T NF)��等细胞

因子,在促进其自身活化增殖的同时调节其他细

胞的活化,以巨噬细胞为显著,巨噬细胞吞噬大量

脂质后成为巨噬泡沫细胞
[ 12]
。

T 淋巴细胞的活化、细胞因子的分泌、细胞的

增殖依赖于细胞膜上离子通道的电生理活性
[ 3]
。

T 淋巴细胞膜上的 Kv1. 3通道的表达和功能改变

通过影响膜电位水平和胞内钙信号,维持 T 淋巴

细胞的活化状态, 从而调节细胞增殖和细胞因子

的产生。Kv1. 3通道属于电压门控钾通道 Shaker

家族成员,是由约 500个氨基酸的亚单位非共价

结合形成的同源四聚体, 激活阈值为- 60 mV,

- 10~ 0 mV 达到稳态,单通道电导为 10~ 12 pS。

其相对限制性地分布于免疫系统和中枢神经系

统。激活状态下, Kv1. 3 通道在效应记忆 T 淋巴

细胞的数量从原来 200~ 300个细胞显著上调至
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1 500个细胞, 钾离子外流使膜电位趋向于负电位

水平,为 Ca2+ 持续内流提供电驱动力, 以保障细胞

活化必须的胞内 Ca
2+
浓度,升高的 Ca

2+
浓度激活

钙调蛋白依赖于钙调磷酸酶, 引起活化的 T 淋巴

细胞核因子等转录因子通路的级联反应, 调节

IL�2、IFN��和 T NF��等细胞因子的表达, 并在细

胞增殖中发挥重要作用[ 3, 13�14] 。

近年国内学者研究发现, Kv1. 3 在巨噬细胞

向泡沫细胞分化的过程中发挥着关键的作用,阻

断 Kv1. 3和 Kir2. 1将抑制人巨噬细胞源性泡沫

细胞的分化, 推测其可能是巨噬细胞源性泡沫细

胞形成的分子及电生理学基础 [ 5]。

鉴于 Kv1. 3在 T 淋巴细胞活化和巨噬细胞

向泡沫细胞分化过程中所扮演的角色, 而 T 淋巴

细胞和巨噬细胞正是 AS斑块中重要的免疫细胞,

Kv1. 3将有可能成为 AS 免疫防治的共焦 (或双

向)靶点。本研究通过建立 AS 模型, 检测主动脉

病变局部 Kv1. 3 在转录和翻译水平上的表达变

化,结果显示 AS组在 RNA 水平和蛋白水平均高

于正常组。AS病变局部 Kv1. 3表达增高, 源于病

变局部 T 淋巴细胞和巨噬细胞的浸润, 而 Kv1. 3

正是相对限制性表达淋巴系统和神经系统,再次

证明免疫机制在 A S的病程中发挥重要作用。我

们也发现, AS 病变局部细胞因子 IL�2、IFN��蛋
白水平表达显著高于正常组, 符合以前学者证实

的 IL�2、IFN��具有促 AS 的作用。AS病变局部

浸润的免疫细胞的细胞膜上 Kv1. 3通道开放,一方

面促进巨噬细胞向泡沫细胞分化,巨噬细胞作为抗

原提呈细胞,将激活 T 淋巴细胞; 另一方面维持 T

淋巴细胞的活化状态, 分泌细胞因子如 IL�2、

IFN��,从而促进 T 淋巴细胞分化增殖,细胞因子同

时能激活巨噬细胞并促进其功能。由此可推测,

Kv1. 3在 AS的发生和发展过程起着重要的作用。

由于目前尚无有效的分离 AS 斑块病变局部

免疫细胞的方法, 因此本研究未能从细胞水平观

察淋巴细胞、巨噬细胞膜上 Kv1. 3 离子通道数目

及离子单通道电流变化,从而证实 Kv1. 3 通道在

AS中的作用机制。

依据本研究结果, 结合免疫性疾病中阻断

Kv1. 3可抑制效应性 T 淋巴细胞的活化, 达到治

疗疾病的效果, 或许我们可以应用 Kv1. 3 通道阻

滞剂选择性阻断 Kv1. 3, 抑制 A S 斑块 T 淋巴细

胞活化和巨噬细胞向泡沫细胞的分化, 从而防治

AS的发生和发展。
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